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Has2 遺伝子をコンディショナルに欠損する（cKO）マウスを作製した。Has2 cKO マウスの
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作製に用いたターゲティングベクターは、5’ と 3’ 側にマウス Has2 遺伝子の相同配列を有し、
第二エクソンの両側に loxP 配列を、また二つの Frt 配列で挟まれたネオマイシン耐性遺伝子
を配して構築されている（図 2）。このターゲティングベクターをマウス胚性幹（ES）細胞に
遺伝子導入し、相同組換え体を PCR スクリーニングにより得た。この相同組換え ES 細胞の
胚移植によりヘテロ変異マウスを得たのち、このマウス同士を交配して Has2 cKOFlox／Flox マウ
スを得た。Has2 cKOFlox／Flox マウスと全身の細胞で Cre 組換え酵素を発現する CAG-Cre マウス
とを交配して、ヘテロ変異 Has2 Flox／－マウスを得た。Has2 cKOFlox／Flox マウスあるいは Has2 Flox／－




図 2 Has2 cKO のターゲティングベクターと相同組換えの模式図
■：Has2 第二エクソン ▽：frt 配列 ▼：loxP 配列 Neo 耐性遺伝子
3．心外膜由来前駆細胞と冠動脈形成
心外膜由来前駆細胞のマーカーとして知られる転写因子遺伝子 Tbx18 および Wilms’ Tumor 1
（Wt1）の胚期心臓における発現を、in situ ハイブリダイゼーション法を用いて解析した。心
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図 3 （A－D）ニワトリ 6 日胚心臓における Tbx18（A, B）、Wt1（C, D）の発現
B, D はそれぞれ A, C の四角で囲った部分を拡大したもの。心外膜（epi）および心外膜下結合組織
で（sub－epi）で強い発現が認められる。（E, F）ニワトリ 13 日胚心臓における Tbx18（E）、Wt1（F）
の発現。発現は、太い血管（矢じり）が分布する室間溝（ivs）付近に局在している。（G, H）アフ
リカツメガエル胚期心外膜における Tbx18 の発現。形成途中の心外膜（G、ステージ 43）で発現が
認められるものの、発現はその後まもなく消失する（H、ステージ 48）。ra、右心房；la、左心房；
rv、右心室；lv、左心室
図 4 In ovo リポフェクションによる心臓への遺伝子導入
（A）ニワトリ 2 日胚囲心腔への DNA－リポフェクタミン 2000 混合液（青）の注入。（B, C）8 日胚
における導入遺伝子（EGFP）の発現。明視野（B）および EGFP シグナル（C）。
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Autologous transplantation of bone marrow-derived stem cells is now a promising new type of
therapy for peripheral vascular diseases. In order to properly develop this therapy as an effective
treatment for peripheral vascular diseases, investigation of molecular and cellular mechanisms
underlying vascular development and establishing a technical basis for the regeneration of
functional vasculatures are longed for. In this study, we generated an endothelial cell-specific
hyaluronan synthase knockout mice and analyzed how the endothelial cell-specific deficiency in
HA biosynthesis affects the vascular formation using the hyaluronan synthase knockout mice. De
novo formation of coronary vasculatures is one of approaches to cure coronary artery occlusion.
The epicardium, the outermost layer of the heart, has been proposed to be an important origin of
cardiac stem cells, which give rise to multiple cardiac cell types including endothelial, smooth
muscle and fibroblast cells of coronary vessels. Here, we examined an expression of Tbx18 and
Wilms’ tumor-1 (WT1), markers for epicardium-dervided progenitor cells, in developing chick and
Xenopus hearts by in situ hybridization. Our data supports a model where the pattern of
coronary vascularture is controlled by the maintenance and accumulation of epicardium-derived
stem/progenitor cells.
Keywords: stem cell, niche, hyaluronan, peripheral vascular disease, coronary artery occlusion
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